














  たか はし まさ し
  高 橋 雅 司(宮城県)
  博 士(医学)




  (博士課程) 外科学系専攻
 手術侵襲に対する生体反応の基礎的研究









               【背 景】
 外科的侵襲の大きい開胸開腹食道癌根治術に対して, 術前 MP (Methylprednisolone sodium
 succinate) の少量投与により, 術後呼吸循環動態の安定が得られ, 周術期の管理が容易となり,
 術後の炎症性サイ トカイ ンの血中濃度の上昇が抑制される。 マウスの肝部分切除による手術侵襲
 モデルを用いた実験で, MP 投与による手術侵襲後の生体反応の抑制には術前投与のみが有効で
 あり, 術後 30 分投与では抑制効果がみられなかった。 外科侵襲による生体反応の初期段階には
 単球・マク・ファージ系細胞の関与が大きいとされている。 この実験モデルでは腹腔洗浄液中に
 高濃度の IL-6 が認められ, 血中に検出される IL-6 の多くが腹腔内で産生されると考えられる。
               【目 的】
 手術侵襲による生体反応を軽減するステロイ ドホルモ ンの作用 機序を明 らかにすることを目的
 とし, マウス手術侵襲モデルを用いて腹腔マクロファージと, 侵襲局所の肝 Kupffer 細胞が手
 術侵襲にどのように関わっているかを解析することを目的とした。 また, MP を投与すると一般
 に丁細胞機能が抑制されて免疫抑制状態になることが知られており, MP による手術侵襲による
 生体反応の抑制と丁細胞機能抑制との関連を検討した。 すなわち, マウス手術侵襲モデルにお
 ける生体反応の免疫担当細胞として, ①手術侵襲における丁細胞機能の関与 ② 腹腔浸出細胞
 中の腹腔マクロファージの術後早期の変化と侵襲反応における役割 ③ 侵襲局所としての肝
 Kup£fer細胞の侵襲反応における役割を明らかにすると同時に, 手術反応による生体反応を軽減
 するステロイ ドホルモ ンの作用機序の一端を明らかにすることを目的と した。
               【方 法】
 BA LB/c マウスを用いて, 手術侵襲と してジエチルエーテル麻酔下に2c皿 の上腹部正中切開を
 おき, 肝左葉一葉切除を施行し手術侵襲を加えた。 術後, 腹腔洗浄液を回収し, 開腹して脾臓,
 肝臓を摘出した。 腹腔洗浄液は遠心して腹腔浸出細胞を回収 し, FITC 標識抗マウス Gr-1 抗体,
 PE 標識抗マウスMac-1 抗体で反応させた後, FACScan で蛍光強度を測定 し, 腹腔マクロファー
 ジと, 顆粒球の割合と細胞数の変化を, 手術侵襲後経時的に解析した。 肝右葉を摘出し,
 Hematoxylin-Eosin (HE) 染色, Periodic Acid Schiff (PAS染色, 免疫組織化学染色を行い,
 肝グリコーゲン脱顆粒について検討した。 手術侵襲後早期に炎症性サイ トカイ ンを産生する因
 子としてマクロファージの関与が推定されるので, これを C12MBP (Dichloromethylene
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 bisphosphona七e) リボソームを用いて投与経路により, 腹腔マクロファージまたは肝 Kupffer
 細胞を消去したマウスを実験に用いて, 炎症性サイ トカイ ンと肝グリコーゲン脱顆粒について比
 較検討した。
              【結 果】
 BALB/c マウスの肝部分切除手術侵襲モデルは侵襲により血清 Interleukin-6 (IL-6) 産生亢進
 と肝グリコーゲン脱顆粒をきたすが, これらを指標として解析 し, 以下の結果を得た。
 ①丁細胞機能を抑制して, マウスを免疫抑制状態としても手術侵襲後の血清 IL-6 産生は抑制
 されなかった。 ② Methylprednisolone sodium succinate (MP) を前投与したマウスでは, 手
 術侵襲による IL-6 産生亢進と肝グリコーゲン脱顆粒は抑制された。 手術侵襲後, 腹腔マクロファー
 ジは早期に減少するが, MP を術前投与するとその減少は抑制された。 ③ Dichloromethylene
 bisphosphonate (MBP) リボソーム腹腔内投与で腹腔マクロファージを消失させた状態で手術
 侵襲を加えると, 血清 IL-6 産生は抑制され, 肝グリコーゲン脱顆粒も抑制された。 ④ MBP リ
 ボソーム静脈内投与で肝 Kupffer 細胞を消失させ, 手術侵襲を加えると, 血清 IL-6 産生と肝 グ
 リコーゲ ン脱顆粒 は抑制された。
              【結 論】
 マウス手術侵襲モデルにおいては, 腹腔浸出細胞の早期の変化があり, 炎症性サイ トカイ ンの
 産生や, グリコーゲンの脱顆粒に肝 Kupffer 細胞と腹腔マクロファージが重要な役割を果たし
 ていることが明 らかとなった。 MP の手術侵襲前投与は侵襲早期のマクロファー ジの遊走・活性
 化を抑制することで, 侵襲に対する生体反応を修飾 していることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 外科的侵襲の大きい開胸開腹食道癌手術に対して, 術前 MP (Methylprednisolone sodium
 succinate) の少量投与により術後呼吸循環動態の安定が得られ, 炎症性サイ トカインの血中濃
 度の上昇が抑制される。 マウスの肝部分切除による手術侵襲モデルを用いた実験では, 手術侵襲




 まずステロイ ドホルモンの作用機序の一つに免疫抑制作用があることか ら, 免疫抑制剤を用い
 て丁細胞機能を抑制 しても手術侵襲後の血清 IL-6 産生は抑制されないことを確認 している。
 手術侵襲後の腹腔洗浄液中の IL-6 値は血清の数倍の値であるという結果か ら, 腹腔浸出細胞
 に注目し FACScan を用いて侵襲後の腹腔マクロファージと顆粒球の変化を経時的に観察 し, 手
 術侵襲後 30 分という早い時期に腹腔マクロファージが減少することを解析 し, 腹膜縫合面にマ
 クロファージが集積することを示した。 このとき腹腔浸出細胞中の腹腔マクロファー ジの減少は
 MP を術前投与すると抑制されることを明 らかに している。
 C12MBP (Dichloromethylene bisphosphonate) リボソームを腹腔内投与して腹腔マクロファー
 ジを消去 したマウスに手術侵襲を加える と, 術後血清 IL-6 産生は抑制されることを示 している。
 また C1 2MBP リボソームを静脈内へ投与 して肝の単球・マクロファー ジ系細胞である Kupffer
 細胞を除去 したマウスに手術侵襲を加えるとやはり術後の血清 1レ6 産生は抑制されることを示
 して い る。
 さらに肝部分切除により肝グリコーゲン脱顆粒がおこるが, 腹腔マクロファージの除去, また
 は肝 Kupffer 細胞の除去によりグリコーゲン脱顆粒が抑制され, MP の前投与でも抑制される
 ことを示 した。
 以上本研究はマウス手術侵襲モデルを用いて侵襲局所である腹腔浸出細胞には手術侵襲後早期
 の変化があることを解析 しており, 炎症性サイ トカイ ンの産生や肝グリコーゲン脱顆粒には腹腔
 マクロファージと肝 Kupffer 細胞が重要な役割を果た していることを明らかに し, さらに MP
 の手術侵襲前投 与は侵襲早期のマク ロファー ジの遊走・活性化を抑制することで侵襲に対する生
 体反応を修飾することを示唆している。 今後臨床で侵襲の大きな手術の術前に少量ステロイ ドを
 投与する意義の一端を明らかに したといえ る。 侵襲早期に腹腔浸出液中のマクロファージが減少
 し, 侵襲局所に集積するという報告はなく, 手術侵襲の分野で単球・マクロファージ系細胞を除
 去したモデルを用いた実験の報告もなく, 有意義な研究である。 よって本研究は学位授与に値す
 る ものであ る。
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